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Introducio

As reagdes de condensagdo aldodlica sao muito importantes na quimica orgéanica
porque levam a criacdo de novas ligagdes CC e muitos produtos de reagdes apresentam
propriedades biologico-farmacéuticas, por exemplo, os derivados de tetracetonas que podem
ser preparados usando aldeidos (alifaticos e aromaticos) e dimedona (Khan et al., 2006b).

As tetracetonas apresentam atividades como: antiviral (Jamison et al., 1990),
anticancer (Chimirri et al., 1999), asma (Magyar & Hell, 2019), antibacteriana (Khan et al.,
2006b)e outras (Maharvi et al., 2008b). Isso ¢ importante para demonstrar a necessidade do
desenvolvimento de novas metodologias para a sintese de tetracetonas aplicando condigdes de
quimica verde.

Patel et al. (2024), relataram o uso de carvao ativado quimicamente a partir de casca
de arroz como catalisador para compostos de tetracetonas entre 4-hidroxi cumarina/dimedona,
derivados de aldeidos, EtOH:H>O (1 :1), condi¢des de temperatura ambiente, 1 hora, obtendo
rendimentos de 95-98%. Os derivados de tetracetonas apresentam valores interessantes de 1Cso
contra células cancerigenas Hep-G2 (8,0385-10,2525 uM).

Thakur et al. (2021) desenvolveram um protocolo de sintese de tetracetonas
utilizando 2-aminopirazina como catalisador, derivados de aldeidos aromaticos, dimedona e
acrilonitrila como solvente, 80 ° C, 2-3 horas, com rendimento de 90-97%. Os derivados de
tetracetonas apresentam atividades antioxidantes: DPPH (17,96 a 93,77 mg), ABTS (0 a 61,68
mg) e TAC (0 a 63,5 mg).
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Muniz et al 2024., estudando o uso de Al(OH)3 como caaiisadr para » sintese de
tetracetonas entre derivados de aldeidos aromaticos, dimedona, 4gua como solvente, 80 ° C, 60
min, com rendimento de 52-97%. Alguns derivados de tetracetonas apresentam atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-negativas (S. aureus - ATCC-6539P) com valores de
31,25-250 p g.mL !,

A tirosinase é uma enzima metaloenzimatica contendo cobre em seu centro ativo,
desempenhando papel essencial na biossintese da melanina. Sua atividade esta envolvida na
conversdo da L-tirosina em L-DOPA e, subsequentemente, em dopaquinona, etapas criticas na
formag¢do de eumelanina e feomelanina. Dada sua relevancia fisiologica e implicagdo em
distarbios pigmentares e cancer de pele, como o melanoma, a tirosinase tem se consolidado
como alvo terapéutico relevante para o desenvolvimento de agentes despigmentantes e
cosméticos antimelanogénicos.

Nesse cendrio, os derivados de tetracetonas vém ganhando destaque devido ao seu
potencial inibitorio frente a tirosinase. Estudos anteriores demonstraram que modificagdes
estruturais, como a inser¢ao de grupos metila ou fendlicos, aumentam significativamente a
afinidade desses compostos pelo sitio ativo da enzima, muitas vezes superando o 4cido kojico,
inibidor amplamente utilizado. A compreensdo das interagdes entre essas moléculas e a
tirosinase pode ser aprofundada por meio do docking molecular, ferramenta computacional que
permite prever, em nivel atdmico, a orientagdo e a afinidade de ligantes ao alvo enzimatico.

Este estudo teve como objetivo sintetizar derivados de tetracetonas por metodologia
verde, avaliar sua atividade inibitoria contra a tirosinase por meio de ensaios in vitro e docking

molecular.

Material e Métodos

Reagentes quimicos

Os aldeidos 2-fluorobenzaldeido, 2-bromobenzaldeido, 2-nitrobenzaldeido, 3-
hydroxi-4-metoxibenzaldeido, 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido, 2-(furan-2-il)benzaldeido,
4-metoxibenzaldeido, 4-metilbenzaldeido, 5,5-dimetilciclohexano-1,3-diona, o DMSO ¢ o

hidréxido de aluminio AI(OH)s; foram adquiridos na Sigma-Aldrich e utilizados sem purificagao
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adicional. O cloroféormio deuterado (CDC13) f01 adquirido pela Cambrzdge Isotope

Laboratories.

Sintese de derivados de tetracetonas

A metodologia sintética foi aplicada conforme descrito por Muniz et al. (2024),
utilizando-se 1 mmol de aldeido ¢ 2 mmol de dimedona em 5SmL de agua, empregando o
hidréxido de aluminio (10%) como catalisador. A reacdo foi mantida sob agitagcdo orbitalar
(500 rpm) e temperatura de 80°C durante 60 minutos (Figura 1), variando-se os aldeidos

empregados (Tabela 2).

Figura 1. Sintese de tetracetonas funcionalizadas utilizando hidréxido de aluminio como

catalisador.
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Identificacgdo e caracterizacdo das substincias sintetizadas

As andlises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas em espectrometro Shimadzu IRAffinity-1 (Shimadzu, Sao Carlos,
Brasil) e as amostras foram preparadas na forma de pastilhas de KBr e analisadas na faixa
espectral de 4000 a 400 cm™, com os resultados expressos em unidades de transmitancia.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrometros Agilent Technologies 500/54 Premium Shielded ou Agilent Technologies
400/54 Premium Shielded. Utilizou-se CDCl; como solvente, com tetrametilsilano (TMS) como
padrao interno. Os deslocamentos quimicos (8) foram reportados em partes por milhdao (ppm)

e referenciados tanto ao sinal do padrao TMS quanto ao solvente deuterado empregado.
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Otimizag¢do e Docking Molecular

As estruturas quimicas foram desenhadas e minimizadas no software ChemSketch
pelo método de Mecanica Molecular (MM+) com campo de forga inicialmente baseado na
parametrizagio CHARMM (Brooks et al., 1983; Laxmi, 2017; Mweene & Muzaza, 2020). A
estrutura cristalina da tirosinase humana (PDB ID: SM8N) foi baixada do RCSB Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/), e utilizada para o estudo de docking molecular (Lai et al., 2017).
A atribuicdo de protonacdo e estados tautoméricos dos ligantes, retirada de residuos de
moléculas de 4gua e cofatores foram realizados com o programa Discovery Studio® v.16
(2008), enquanto os atomos de hidrogénio da proteina foram adicionados com PROPKA usando
o pH fisioldgico. Os ligantes controles usados nas simula¢des de docking molecular foram
Mimosine (MMS) e Acido Koéjico (KA). As simulagdes de docking molecular foram realizadas
através do servidor DockThor (https://dockthor.Incc.br/v2/) (Guedes et al., 2024). A qualidade
de pontuacao do docking do receptor-ligante foi avaliada com base na Raiz Quadrada do Desvio
M¢édio (RMSD) entre o melhor score da pose de docking e o modo de ligagdao experimental do

ligante cristalografico.

Resultados e Discussao
Sintese de derivados de tetracetonas

Devido a importancia bioldgica e quimica das tetracetonas, as propriedades dessas
moléculas t€m atraido crescente atencdo em diversas dreas de pesquisa. Diversos métodos
sintéticos ja foram desenvolvidos, utilizando operagdes como piridina, hidroxidos metélicos,
L-prolina, iodo molecular, HCIO4-Si0O2, nanoparticulas de niquel, dentre outras, porém, apesar
dos claros avangos, ainda se buscam por métodos mais eficientes e ambientalmente seguros
para a obten¢do de tetracetonas e seus derivados.

A sintese dos derivados de tetracetonas (3a—3h) foi conduzida em meio aquoso,
utilizando-se hidroxido de aluminio como catalisador heterogéneo, a 80 °C durante 60 minutos.
O uso de 4dgua como solvente representa uma estratégia alinhada aos principios da quimica
verde por ser ambientalmente segura. Conforme esperado para as reagdes de condensagdo de
Knoevenagel, a utilizagdo de um solvente protico como a agua foi capaz de aumentar a

eficiéncia da reagcdo devido a sua capacidade de estabilizar os intermediarios i6nicos formados


https://www.rcsb.org/
https://dockthor.lncc.br/v2/
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apos a desprotonagdo do composto, onde tal efeito ¢ eV1den01ado nos; rendimentos superlores a
50% na sintese de 6 das 8 moléculas estudadas (tabela 1).

A temperatura empregada favoreceu a taxa de reac¢do visto que ela auxilia na
promocao do ataque nucleofilico da enolato de dimedona ao aldeido. No entanto, embora essas
condigdes sejam geralmente eficientes, observou-se variabilidade significativa nos rendimentos
dos produtos, oscilando de 44,22% a 95,29%.

Embora tempo (60 min) e temperatura (80 °C) tenham permanecido constantes, a
natureza eletronica e estérica dos aldeidos exerceu papel crucial no desempenho da sintese.
Dentre os compostos obtidos, 3a (48,55%) e 3g (44,22%) apresentaram 0s menores
rendimentos, onde as caracteristicas eletronicas dos grupos substituintes dos aldeidos utilizados
podem ter influenciado diretamente nos resultados.

No presente estudo, observou-se que aldeidos contendo grupos retiradores de
elétrons, como nitro (-NO:) e cloro (-Cl), levaram a baixos rendimentos, o que pode ser
atribuido a baixa acidez do AI(OH)s, que ndo promove ativacao eficiente da carbonila nesses
substratos. Esse comportamento difere de alguns relatos utilizando catalisadores solidos
fortemente 4cidos (como HC10s—SiO:2 ou PPA-Si0:), nos quais substituintes retiradores, como
0 grupo nitro, resultaram em conversdes mais rapidas e altos rendimentos (KHOUEIRY et al.,
2012). Assim, os resultados aqui obtidos sdo coerentes quando se considera a diferenca na forca
catalitica, visto que o AI(OH); atua de forma eficaz em substratos mais ativados, enquanto
aldeidos desativados requerem catalisadores mais fortes ou técnicas de ativacdo adicionais

(KHURANA; KUMAR, 2009).
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Ponto de
) Ponto de ~
Rendimento ~ fusao
Produto Estrutura o fusdo. exp. .

(%) °C) literatura

O
3a 48,55 179-182 182-184
3b 86,51 167-170 170-174
3¢ 82,94 187-193 187-190
3d 66,00 203-205 201-205
3e 95,29 203-206 203-205
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Por outro lado, compostos como 3e (95,29%) e 3b (86,51%) apresentaram
rendimentos elevados. Nestes casos, os aldeidos possuiam grupos doadores de elétrons, como
metila e metoxila, que aumentam a densidade eletronica sobre o anel aromatico e, por
ressonancia/indugdo, intensificam a polarizacdo do grupo carbonila. Esse efeito eletronico
favorece a etapa inicial de condensagao da dimedona, resultando em maior eficiéncia reacional
(KASSIM et al., 2010; KHURANA; KUMAR, 2009). Além disso, a solubilidade desses
aldeidos em meio aquoso pode ter contribuido para o alto desempenho, uma vez que, em
sistemas heterogéneos, a compatibilidade de fases exerce papel determinante no rendimento
global (BASHA; KUMAR; RAO, 2016; YADAYV et al., 2004). Trabalhos utilizando liquidos
16nicos também reportaram que aldeidos contendo substituintes doadores de elétrons conduzem
a rendimentos elevados e tempos reacionais reduzidos (KASSIM et al., 2010;
HASSANKHANI; GHANBARI; KOROOSHI, 2023).

Ademais, o uso do Al(OH)s como catalisador € relevante por seu carater ecologico
e reutilizavel, j& demonstrado em diversas sinteses heterociclicas (SAVANT; SONAWANE,
2020; PRADHAN et al., 2019). Contudo, sua menor acidez o torna menos eficiente para

substratos desativados, sugerindo a necessidade de otimizagdes futuras.
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Dados analiticos experimentais

Todos os compostos foram caracterizados por FT-IR, RMN 'H e 13C.

Docking molecular

Os resultados da validagdo dos protocolos de simula¢des de docking molecular
foram considerados satisfatérios, uma vez que a sobreposi¢ao (posetorientagao+tor¢ao)
relativa do ligante cristalografico (modelo experimental) e do ligante acoplado (Pose de
docking-modelo tedrico) foram considerados similares. Recuperando as poses do ligante
cristalografico e melhor pose obtida no docking molecular foi possivel realizar o calculo da raiz
quadrada do desvio quadratico médio (RMSD), isto ¢, a medida da distancia média entre atomos
de duas moléculas que foi de 1.235 A (Figura S1- Material suplementar). Dessa forma, a
literatura especifica que quando os valores de RMSD < 2 A, o protocolo de docking é
considerado satisfatorio por apresentar similaridade ao modelo experimental (Bastos et al.,
2024; F. de Aratjo et al., 2025; Njue et al., 2024).

A tirosinase € a enzima limitante da velocidade na via biossintética da melanina,
catalisando tanto a hidroxilacdo da tirosina em 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA) quanto a
oxidagdo da DOPA em dopaquinona. Em razdo desse papel central, a tirosinase tem sido
amplamente reconhecida como um alvo estratégico no desenvolvimento de inibidores da
melanogénese (Lai et al., 2017; Rosa et al., 2021). A Proteina 1 relacionada a tirosinase
(TYRP1) liga-se a substratos e inibidores tipicos de tirosinase, e ¢ importante ressaltar que a L-
tirosina e o andlogo de L-DOPA, L-MMS, ndo interagem diretamente com os ions de zinco,
mas seus grupos hidroxila e ceto aromaticos estao ligados por ligagao de hidrogénio a molécula
de 4gua que forma a ponte entre os dois ions de zinco. Interagdes adicionais incluem interagdes
de empilhamento aromatico compensado com His381 e interagdes de ligagao de hidrogénio de
seu grupo carboxilato com Arg374 e Ser394. A densidade eletronica da L-MMS ¢ mais bem
definida do que a da L-tirosina, sugerindo que as interagdes do grupo e-hidroxila aumentam a

afinidade de ligagdo da MMS.
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A pose de docking molecular obtida (Flgura 2) p0551b111tou anahsar que 0 MS se

liga aos residuos de aminodcidos no sitio de ligagdo da tirosinase humana, comparada a pose
cristalografica. No sitio de ligagdo, as interacdes observadas estdo em torno da a-hélice entre
os residuos de aminoacidos His381-Ser394 e na B-folha entre os residuos de aminoacidos
Tyr362, Arg374, Thr391. No MMS ¢ possivel observar ligagdes de hidrogénio com os residuos
Tyr362, Thr391 e Ser394.

Os inibidores mais bem avaliados em termos de afinidade de ligagao foram 3g e 3d,
nos quais as interagdes foram similares as observadas nos controles MMS e Kojic acid para os
residuos de aminodcidos de Tyr362, Arg374, His381, e Ser394, sendo que essas contribuigdes
de interacdo corroboram com os dados da literatura para classificagdo de potenciais
constituintes ativos anti-melanogénicos (Kagotani et al., 2020; Lai et al., 2017; Luo et al.,
2022), conforme Tabela 2.

O potencial ligante 3g (Figura 2 e Tabela 2) apresentou melhor valor de afinidade
de ligagdo (-8.391 kcal/mol), seguido do 3d (-8.229 kcal/mol) que sdo bons inibidores da
tirosinase, tendo uma variagdo de £0.891 kcal/mol e £0.279 kcal/mol em relagdo ao MMS,

respectivamente.

Tabela 1-Valores de afinidade de ligagdo no receptor da tirosinase humana.

Molecules Binding Affinity (kcal/mol)

MMS —7.500
KA —7.254
3a —8.007
3b —8.111
3c —7.478
3d —8.229
3e —7.729
3f —7.296
3g —8.391
3h —8.103
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No ligante 3g ¢ possivel observar interagdes do tipo hidrofobica com os residuos de
aminoacidos de His381, Leu382 e GIn390 e ligacdes de hidrogénio com Arg321, Tyr362,
Arg374 e Thr391. As interagdes no sitio de ligagdes atribuem alta estabilidade que contribuem
para o posicionamento favoravel do ligante por meio de interagcdes hidrofobicas e

empilhamento n—x.

10
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Conclusoes
Este estudo demonstrou com sucesso a viabilidade de uma metodologia de sintese

verde para derivados de tetracetonas, utilizando 4gua como solvente e hidréxido de aluminio
como catalisador, sob condi¢gdes brandas. A maioria dos compostos foi obtida com rendimentos
moderados a excelentes, confirmando a aplicabilidade do protocolo. As variagdes observadas
no rendimento foram atribuidas principalmente a natureza eletronica dos grupos substituintes
nos aldeidos aromaticos, influenciando diretamente a reatividade do carbono carbonilico e,
portanto, a eficiéncia da condensa¢do com dimedona.

Adicionalmente, os derivados sintetizados foram submetidos a ensaios de docking
molecular, nos quais os compostos 3d e 3g se destacaram com elevada afinidade pela tirosinase
humana, superando inclusive o acido kojico e a mimosina. Esses dados indicam forte potencial
inibitdrio dessas moléculas frente a melanogénese.

A reducdo de pigmentacdo observada nos embrides tratados sugere um efeito
antimelanogénico in vivo, o que refor¢a o potencial desses derivados como candidatos para o
desenvolvimento de agentes despigmentantes e cosméticos funcionais.

Portanto, os resultados aqui apresentados contribuem para o avango na sintese de
compostos bioativos por rotas ambientalmente sustentdveis, aliando rendimento sintético,

seguranga toxicologica e atividade biologica promissora.
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